
81
 مجـلـة الـدراســات الـتـربــويــة والـعـلمـيــة - كــليـــة التـربـيــة - الـجـامـعـة الـعـراقـيــة 
الــعــدد الـثــانـــي والـعشــرون - الـمجـلد الأول - عـلــــوم الــحــيـــاة - أيـلـول  2023 م

d o i . o r g / 1 0 . 5 2 8 6 6 / e s j . 2 0 2 3 . 0 1 . 2 2 . 0 6

 مجـلـة الـدراســات الـتـربــويــة والـعـلمـيــة - كــليـــة التـربـيــة - الـجـامـعـة الـعـراقـيــة 
الـعـدد الثاني والعـشــرون - الـمـجـلـد الأول - علوم الحياة - أيـلـول 2023 م

التحري عن جينات cdtB و uspA في الإشريكية القولونية المعزولة من المرضى 
المصابين بعدوى المسالك البولية ودراسة تحليل شجرة النشوء والتطور

زينــة هــادي ســعيد 1 ،                 علــي صالــح حســين 2 ،                 تغريــد خضــر. محمــد 3
zenah_hadi@mtu.edu.iq     ،1 قســم علــوم الحيــاة، كليــة التربيــة ، الجامعــة العراقيــة، بغــداد، العراق

alisalih60@yahoo.com       ،2 قســم علــوم الحيــاة، الجامعــة العراقيــة، بغــداد، العــراق
taghreidkheder@mtu.edu.iq ،3 قسم تقنيات المختبرات الطبية، المعهد الطبي التقني – بالمنصور، الجامعة التقنية الوسطى

مستخلص:

شــملت الدراســة 471 عينــة ادرار مــن مــرضى مصابــن بالتهــاب المســالك البوليــة، حيــث تــم الحصــول عــى 50 عزلــة مــن 
بكتريــا )Escherichia coli  )E.coli وكانــت نســبة الاصابــة اعــى بالانــاث مــن الذكــور. اظهــرت نتائــج الفحــص لعينــات الادرار 
ــار  ــز واختب ــار الكتالي ــة لاختب ــة موجب ــزلات نتيج ــت الع ــا اعط ــري، ك ــل مجه ــن 5/حق ــى م ــح اع ــا القي ــود خلاي ــة لوج الايجابي
الانــدول وكذلــك لاختبــار المثيــل الاحمــر، امــا الاختبــار فوكــس بروســكاور واســتهلاك الســترات كانــت النتيجــة ســالبة لــكلا 
 DNA لجميــع العــزلات بــن )15-28(  نانوغــرام/ مايكروليــتر، امــا نقــاوة الحامــض النــووي DNA الاختباريــن. وجــد ان تركيــز
كانــت مــن )1.56-2(. تــم التحــري عــن الحامــض النــووي بأســتعال طريقــة الترحيــل الكهربائــي وظهــرت حــزم DNA تحــت 
ــة مــن  ــي UspA وCdtB في 20 عزل ــم التحــري عــن جين الاشــعة فــوق البنفســجية وصبغــت الحــزم بوســاطة الصبغــة الحمــراء. ت
بكتريــا E.coli في الدراســة الحاليــة بأســتعال جهــاز PCR. ان 10عــزلات مــن بكتريــا E.coli كانــت تحتــوي عــى جــن UspA اي 
بنســبة %50 مــن مجمــوع العــزلات ولوحــظ ان 4 عــزلات فقــط كانــت تمتلــك جــن CdtB مــن مجمــوع العــزلات اي بنســبة 20%. 
 NCBI وفقــا للتتابعــات الخاصــة بـــ .NCBI اظهــرت العــزلات نســب تطابــق بنســبة %99 لــكلا الجينــن مــع تابعــات بنــك الجينــات
.E.coli وجــد ان الجينــات تحتــوي عــى عــدد قليــل مــن الطفــرات داخــل كل عينــة، تــم رســم الشــجرة الوراثيــة التطوريــة لبكتريــا

الكلمات الرئيسية: E.coli ، التهابات المسالك البولية ، UspA ، CdtB ، PCR ، NCBI ، bp ، الطفرات.
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Abstract: 
The study included 471 urine samples from patients with urinary tract infection, where 50 iso�

lates of Escherichia coli (E.coli) were obtained, and the infection rate was higher in females than 
males. Examination results for urine samples showed positive for the presence of pus cells higher 
than 5/microscopic field, and the isolates gave a positive result for the catalase test, the indole test, 
as well as for the methyl red test. As for the Fox Proscur test and citrate consumption, the result 
was negative for both tests. It was found that the DNA concentration of all isolates ranged between 
(15-28) ng/microliter, while the DNA purity ranged from (1.56-2). The DNA was investigated using 
the electrophoresis method, and the DNA bundles appeared under ultraviolet light, and the bundles 
were stained with red dye. UspA and cdtB genes were investigated in 20 E.coli isolates in the current 
study using PCR. That 10 isolates of E.coli bacteria contained the UspA gene, i.e. 50% of the total 
isolates, and it was noted that only 4 isolates had the cdtB gene out of the total isolates, i.e. 20%. The 
isolates showed a (99%) match rate for both genes with the NCBI genebank affiliates. According 
to the NCBI sequences, the genes were found to contain a few mutations within each sample; the 
phylogenetic tree of E.coli bacteria was drawn.

Keywords: E.coli, urinary tract infections, UspA, CdtB, PCR, NCBI, bp, Mutations.
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Introduction المقدمة
Esch� ))E.coli نتعــد بكتريــا أيشريشــيا القولــو
 Gram negative كــرام  لصبغــة  ســالبة   erichia coli

coccobacil- كــروي  عصــوي  شــكل  لهــا   ،bacteria

 ،Non-Motile ــة ــر متحرك ــة Motile أو غ lus، متحرك

تعمــل عــى تخمــر ســكر اللاكتــوز  Lactose، وأغلــب 
ــرى  ــكريات أخ ــر س ــى تخم ــدرة ع ــا الق ــلالات له الس
 .Sorbetol والســوربيتول   Ramnose الرامنــوز  مثــل 
وهــي فلــورا طبيعيــة Normal flora موجــودة في أمعــاء 
 .)Al-Saadi and Abdullah, 2019( الإنســان والحيــوان
تنتمــي إلى العائلــة المعوية Enterobacteriaceae. تســبب 
E.coli العديــد مــن الأمــراض للإنســان مثــل الإســهال 

الــولادة  حديثــي  عنــد  الســحايا  والتهــاب   diarrhea

الــدم(  )تســمم  والأنتانــات   Neonatal meningitis

sepsis وتجرثــم الــدم Bacteremia وألتهابــات المســالك 

Al�Saa�( )UTIs(  Urinary Tract Infections ةالبوليــ
المســالك  عــدوى  تعــد   .)di and Abdullah, 2019

ــشرة  ــة المنت ــراض البكتري ــر الأم ــن أكث ــة UTIs م البولي
في جميــع أنحــاء العــالم، وأكثــر أمــراض الجهــاز البــولي-
التناســي شــيوعاً عنــد الأطفــال. حيــث تحــدث معظــم 
ــر  ــي تعت ــا الت ــبب البكتري ــة بس ــالك البولي ــدوى المس ع
المســبب الرئيــس والمســؤول عــن أكثــر مــن )95%( مــن 
حــالات العــدوى )Lee et al., 2016(. تنشــأ عــدوى 
الهوائيــة  العصيــات  بســبب  غالبــاً  البوليــة  المســالك 
الســالبة لصبغــة كــرام الموجــودة في الجهــاز الهضمــي 
 E.coli أهمهــا بكتريــا ،)GI(  Gastrointestinal Tract

 Proteus ،Citrobacter ،Enterobactor ،Klebsiella و
 Mao et al., 2012; Mohammed et al.,(  Serratiaو

.)2016

 USP(( تتكــون عائلــة بروتــن الإجهــاد الشــامل

تقليديــة  مجموعــة  مــن   Universal Stress Protein

Conserved مــن الروتينــات الموجــودة في جينومــات 

 Protozoa الأوالي  الفطــور   ،Archaea البكتريــا، 
المســببة   E.coli لـــ  النوعــي  الروتــن  إن  والنباتــات. 
Uropathogenic-Spe- )Usp( البوليــة  للأمــراض 
ــد  ــال ض ــي Genotoxin فع ــم جين ــو س cific Gene  ه

خلايــا الثدييــات ويترافــق مــع الســلالات التــي تســبب 
والكليــة  الحويضــة  التهــاب  الروســتات،  التهــاب 
الــدم. لقــد ثبــت أن الســموم الجينيــة تثــر  وتجرثــم 
ــووي  ــض الن ــف الحم ــز تل ــلال تعزي ــن خ ــن م التسرط
Grasso and Frisan, 2015; Nip-( ــا المضيفــة  في الخلاي
 Cytolethal distending أمــا جــن .)ič, et al., 2013

)CDT( هــو ســم مــن طبيعــة بروتينيــة يســتهدف   toxin

الحمــض النــووي، تنتجــه عــدة ســلالات مــن مســببات 
الأمــراض البكتريــة الســالبة لصبغــة الغــرام. يتــم ترميز 
CDT بواســطة أوبــرون Operon مــن ثلاثــة جينــات 

متجــاورة، cdtB،cdtA  و cdtC، منتجاتهــا بروتينــات 
مفــرزة ذات أوزان جزيئيــة حــوالي 27، 29 و 20 كيلــو 
دالتــون عــى التــوالي. )Hontz et al., 2006(. ولقلــة 
الدراســة حــول هذيــن الجينــن في العــراق لــذا الغــرض 
ــرضى  ــدى الم ــا ل ــن بكتري ــف ع ــو الكش ــث ه ــن البح م
ــة  E.coliوالتحــري  ــن بألتهــاب المســالك البولي المصاب

.Usp و cdtB  عــن جينــات

Methods طرائق العمل
 :)Collection of specimens( العينــات  جمــع   
جُمعــت 471 عينــة إدرار مــن مــرضى مصابــن بالتهــاب 
مستشــفيات  إلى  الوافديــن   UTIs البوليــة  المســالك 
بغــداد، تراوحــت أعارهــم بــن )70-18( ســنة، ومــن 
كلا الجنســن )ذكــور وإنــاث(، جُمعــت العينــات ضمــن 

 28-11-2022 2022-08-28 الى  الفــترة مــن 
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 )Urine analysis( تحليل الإدرار 
ــات الادرار  ــري لعين ــري والمظه ــص المجه 1. الفح
 Microscopic and macroscopic examination for(

ــي  ــص الفيزيائ ــراء الفح ــم إج urine samples(        : ت

 ،odour الرائحــة ،colour اللــون ،appearance المظهــر(
ــة specific gravity( لعينــات الإدرار.  والكثافــة النوعي
 Harris,( rapid dipstick Urine وتــم اســتعال شرائــط
 .)1968; Harris, 1969; Rodriguez, et al., 2011

ــول  ــات الب ــة مــن عين بعــد وضــع 10 مــل مــن كل عين
ــحات  ــر مس ــم تحض ــة ت ــزي معقم ــرد مرك ــة ط في أنبوب
ــن  ــيّ ع ــم التق ــة wet slide smears ت ــح الرطب الشرائ
)pus cells  .(Rodriguez, et al., 2011 الخلايا القيحية
 Staining of Urine( 2. صبــغ الرواســب البوليــة
 Harris,( تــم اتبــاع طريقــة العمــل حســب :)Deposits

 .)1969

Identifica-( البكتيريــة:   العــزلات  تشــخيص   
 .)tion of bacterial isolates) (Baron, et al., 2007

ــارات  ــى الاختب ــاداً ع ــا اعت ــخيص البكتري ــم تش ــا ت ك
Cat�( ــز ــار الكاتالي ــت إختب ــي تضمن ــة الت  البايوكيميائي
 ،)Oxidase Test( الاوكســيديز  إختبــار   ،)alase Test

 ،)IMViC Test( الإمفــك  إختبــار  الحركــة،  إختبــار 
.)API 20E( والتشــخيص بأســتعال نظــام 

 Genetic( الدراســة الجينيــة للعــزلات البكتيريــة 
)Study of Bacterial Isolates

البكتــيري  النــووي  الحامــض  أســتخلاص   -1
)Extraction of Bacterial DNA( : تــم أســتخلاص 

عــزلات  مــن   DNA البكتــري  النــووي  الحمــض 
البكتريــا الناميــة في الوســط الزرعــي بالأعتــاد عــى 
ZR Fungal/ Bac-(  طريقــة عمــل عــدة الاســتخلاص
 terial/ Yeast DNA MiniPrepTM, Catalog No.

 .)D6005

2- التحــري عــن تركيــز ونقــاوة الحامــض النــووي 
 Determination the( المســتخلص   DNA البكتــيري 
concentration and purity of the extracted bacte�

)rial DNA

النــووي  الحمــض  ونقــاوة  تركيــز  قيــاس  تــم 
البكتــري DNA الــذي اســتخلص مــن عــزلات بكتريــا 
 )Nakayama, et al., 2016( المصــدر  حســب   E.coli

.Nanodrop باســتخدام 
 DNA النــووي  الحامــض  نمــوذج  تحضــير   -3

الكهربائــي الترحيــل  بوســاطة  عنــه  والتحــري 
 DNA sample preparation and detection by(

)electrophoresis

 .)Sambrook, 2001( تم تحضر النموذج تبعاً لـ
 Detection( 4- الكشــف عــن الجينــات المدروســة
التفاعــل باســتخدام  تــم تحضــر خليــط   :)of genes

 Maxime PCR preMix kit (i-Taq) 20 µlrxn عــدة 
.)iNtRON( تبعــاً لتعليــات شركــة التصنيــع

ــووي  ــض الن ــزم الحم ــود ح ــن وج ــري ع 5- التح
 Detection of amplified DNA( المضخــم   DNA

الكشــف عــن وجــود حــزم الحمــض  تــم   :  )bands

 Sabharwal( ــع ــب المرج ــم حس ــووي DNA المضخ الن
 .)et al., 2014

 Sequencing and( الجينــي  التتابــع  تحديــد   -6
تفاعــل  منتجــات  فصلــت   :)sequence alignment

هــلام  مــن   2% عــى   )PCR( المتسلســل  البلمــرة 
الاكاروز، وتــم تصويــره بوســاطة تعريضــه للـــ UV عند 
طــول موجــة 260 نانوميــتر بعــد أن تــم صبغــه بصبغــة 
حمــراء Red safe. تــم إجــراء التتابــع المجينــي مــن قبــل 
microgene – Ko-(  مركــز الأجهــزة الوطنــي الكــوري
rea(، مختــر التكنولوجيــا الحيويــة، باســتخدام جهــاز 

DNA Sequencer 3730XL، والقيــام ببحــث التاثــل 



عــن  البحــث  أداة  برنامــج  باســتخدام   Homology

 Basic Local Alignment ــية ــة الأساس ــاذاة المحلي المح
Search Tool (BLAST) program online التــي تتوفــر 

الحيويــة  التكنولوجيــا  لمعلومــات  الوطنــي  المركــز  في 
 National Center for Biotechnology Information

http://www.( عــن طريــق الإنترنــت عــى )NCBI(

 BioEdit ) Bioedit وبرنامــج   )ncbi.nlm.nih.gov

 .))program (V.7.2

 cdt B و UspA ــي ــة لجين ــجرة الوراثي ــل الش  تحلي
 Phylogenetic tree analysis (neighbor- joining

.tree) of the UspA gene and cdt

Results and discussion النتائج والمناقشة
 E.coli  ــا ــن بكتري ــة م ــى 50 عزل ــول ع ــم الحص ت
ــا  ــة ببكتري ــبة الأصاب ــت نس ــبة )%10.61(. وكان وبنس
E.coli أعــى منهــا بالإنــاث عنــد الذكــور، 39 )%78( 

ــص  ــج الفح ــرت نتائ ــوالي. أظه ــى الت و 11 )22%( ع
ــا القيــح  ــار LE وخلاي ــة لأختب ــات الأدرار الأيجابي لعين
ــت  ــد أعط ــري ق ــل مجه ــة / حق ــن 5 خلي ــى م ــا أع فيه
العــزلات  نتائــج ايجابيــة عنــد زرع الادرار، أعطــت 
 catalase test الكتاليــز  لأختبــار  موجبــة  نتيجــة 
نتيجــة  وكذلــك   .Indole test الأنــدول  ولأختبــار 
ــك  ــل Methyl red test وذل ــر المثي ــار أحم ــة لأختب موجب
لكــون ان بكتريــا E.coli لهــا القــدرة عــى إســتهلاك 
 Peptose والبيبتــوز Glucose وتخمــر ســكر الكلوكــوز
 Voges-Proskauer ــكاور ــس بروس ــاري فوك ــا إختب أم
test، وأســتهلاك الســترات Citrate utilization، فقــد 

أعطــت العــزلات البكتريــة كانــت النتائــج ســالبة لهــا. 
وهــذا يتوافــق مــع دراســات عالميــة عديــدة. جائــت 
ــه  ــل ألي ــا توص ــع م ــة م ــة متوافق ــة الحالي ــج الدراس نتائ
)Ibrahim, et al., 2020( في دهــوك إذ أظهــرت نتائــج 

دراســته ان 56.2( % )مــن الحــالات كانت بها مســببات 
للامــراض البكتريــة، حيــث كانــت E.coli أكثــر انــواع 
وجــدت  قــد   )%24.7( بنســبة  شــيوعاً  البكتريــا 
تشــخيصهم  تــم  الذيــن  للمــرضى  الادرار  نــاذج  في 

 .Ibrahim( .باصابتهــم بالتهــاب المســالك البوليــة
وجــد إن تركيــز الحامــض النــووي DNA لجميــع 
نانوغــرام/   )15-28( بــن  يــتراوح  العــزلات 
النــووي  الحامــض  نقــاوة وتركيــز  أمــا  مايكروليــتر، 
ــن )1.56-2(. إن نتائــج الدراســة  DNA، وكانــت ب

Mah�(  الحاليــة مقاربــة الى حــد مــا لنتائــج الباحثــن
 DNA تراكيــز  كانــت  حيــث   ،)mood et al., 2017

 600 و   200 بــن  تراوحــت  قــد   coli.E لبكتريــا 
مــن   DNA نقــاوة  وكانــت  نانوغرام/مايكروليــتر، 
 DNA 1.8 الـــ 2.         أســتخلص الحامــض النــووي
 ،E.coli ــة ــغ عددهــا 50 عزل ــع العــزلات البال مــن جمي
وتــم التحــري عــن الحامــض النــووي بأســتعال طريقــة 
تحــت   DNA حــزم  وظهــرت  الكهربائــي،  الترحيــل 
 ،Ultra violet Transmission الأشــعة فوق البنفســجية
 Red Safe  وصبغــت الحــزم بوســاطة الصبغــة الحمــراء
stain. إن نتائــج الدراســة الحاليــة جــاءت متوافقــة مــع 

ــم  ــي ت ــة والت ــة والدولي ــات المحلي ــن الدراس ــد م العدي
ــووي  ــض الن ــتخلصوا الحام ــد أس ــن ق ــا أن الباحث فيه
DNA مــن E.coli المعزولــة مــن عينــات الأدرار لمــرضى 

 Ibrahim et al.,( مصابــن بألتهــاب المســالك البوليــة
 .)2021 and Vendrell et al., 2022

تــم التحــري عــن جينــي UspA و cdtB في 20 عزلة 
مــن بكتريــا E.coli في الدراســة الحاليــة بأســتعال جهــاز 
الحاليــة  النتائــج  أظهــرت   .Thermocycler of PCR

 UspA ــن ــى ج ــوي ع ــن E.coli تحت ــزلات م أن 10 ع
أي بنســبة %50 مــن مجمــوع العــزلات )20عزلــة(. 
 Molecular ولوحــظ أن الحــزم كانــت لهــا وزن جزيئــي

84
التحري عن جينات cdtB و uspA في الإشريكية القولونية المعزولة من المرضى المصابين بعدوى المسالك البولية 

ودراسة تحليل شجرة النشوء والتطور   ..........................  زينة هادي سعيد   ،   علي صالح حسين    ،    تغريد خضر. محمد



85
 مجـلـة الـدراســات الـتـربــويــة والـعـلمـيــة - كــليـــة التـربـيــة - الـجـامـعـة الـعـراقـيــة 
الــعــدد الـثــانـــي والـعشــرون - الـمجـلد الأول - عـلــــوم الــحــيـــاة - أيـلـول  2023 م

weight مقــدارهُ 884 زوج قاعــدي base pair الشــكل 

)1(. 4 عزلــة فقــط مــن 20 عزلــة E.coli كانــت تملــك 
جــن cdtB أي بنســبة %20 مــن مجمــوع العــزلات، 

ووجــد أن تلــك الحــزم لهــا وزن جزيئــي مقــداره 707 
زوج قاعــدي وكــا هــو مبــن في الشــكل )2(.

شــكل )1(: الترحيــل الكهربائــي لناتــج تفاعــل البلمرة المتسلســل PCR للجــن UpsA، حيث 
يظهــر أن الــوزن الجزيئــي Mwt للحــزم 884( زوج قاعــدة ) - أســتعمل الأكاروز بتركيــز %2 في 
 DNA(  M الترحيــل الكهربائــي وبفــرق جهــد مقــداره 70 فولت/ســم2 لمــدة 60 دقيقــة. المســار
Ladder Marker( يمثــل الدليــل الحجمــي )100-2000 زوج قاعــدة(. المســارات تحــت الرقــم  

 UpsA. التــي تمتلــك الجــن E.coli 40، 33، 22، 21، 10، 7، 6، 3، 2، 1( تمثــل عــزلات(

شــكل )2(: الترحيــل الكهربائــي لناتــج تفاعــل البلمــرة المتسلســل PCR للجــن cdtB، حيــث 
ــز %2 في  ــتعمل الأكاروز بتركي ــدة(. أس ــزم )707 زوج قاع ــي Mwt للح ــوزن الجزيئ ــر أن ال يظه
D�(  M ــار ــة. المس ــدة 60 دقيق ــم2 لم 70 فولت/س ــداره ُ ــد مق ــرق جه ــي وبف ــل الكهربائ  الترحي
NA Ladder Marker( يمثــل الدليــل الحجمــي 100-2000( زوج قاعــدة)، أمــا المســارات تحــت 

.cdtB التــي تمتلــك الجــن E.coli رقــم )33، 21، 10، 2( فتمثــل عــزلات



Uni-  )USP( ةتمتلــك بروتينــات الأجهــاد الشــامل
versal Stress Proteinst مــا يقــارب مــن )140( إلى 

في   E.coli بكتريــا  تحتاجهــا  أمينيــاً،  حامضــاً   )160(
 Oxidative Stress التأكســدي  الأجهــاد  عمليــات 
والألتصــاق adhesion والحركــة، يــزداد إنتــاج هــذه 
الروتينــات عنــد تعــرض البكتريــا الى ظــروف بيئيــة غر 
 Heat Shock مثاليــة لنموهــا مثــل الصدمــة الحراريــة
ــات  ــذه الروتين ــة Starvation، أي أن له ــص التغذي ونق
ــة   ــة للظــروف وحي ــا E.coli مقاوم ــاء بكتري دوراً في بق
2009b),.(Heermann et al، وعنــد تســبب طفرة وراثية 

تفقــد البكتريــا مــن خلالهــا جــن UspA، ســيلاحظ 
Hen-( )2009  أنخفاضــاً في معــدل بقــاء البكتريــا حيــة
sel,. أمــا دور ســم cdt فلــه نشــاطاً في تحلــل DNA لــذا 

ــة  ــع الخلي ــذي يمن ــم DNase ال فهــو يعمــل كعمــل أنزي
 G2/M (Zaw et في النهايــة مــن الأنقســام في مرحلــة
CDT) Cytolethal Distend-( ســم  إن   .)al., 2013

ــة  ــهُ ثلاث ing toxin هــو بروتــن معقــد الــذي يوجــد من

مــن الببتيــدات المتعــددة )CdtC, CdtB, CdtA( هــذا 
الســم يســمى أيضــاً بالســم الجينــي Genotoxin لكونــه 
)Mirzarazi et al., 2015( في دراســات  محلــلًا للدنــا 
ــن  ــة ع ــن UspA وقليل ــن ج ــدة ع ــة عدي ــة ودولي محلي
 )Muhammed and Ghareb( أن  وجــد   ،cdtB جــن 
في عــام 2019 بفحــص 43 عزلــة لبكتريــا E.coli التــي 
  Catheterized Patients جُمعــت مــن مــرضى القســطرة
مــن مستشــفيات أربيــل، فوجــد أن 15 عزلــة كانــت 
 Mohammed 34.8% أي بنســبة ،UspA تحــوي جــن
 Tanabe ــون ــد الباحث ــا وجَ and Ghareb, 2019((. بين

 E.coli عــزلات  نســبة  أن   2022 عــام  في  وآخــرون 
ــة الحــاد والمزمــن  ــي ســببت إلتهــاب المســالك البولي الت
الرازيــل والتــي  في مــرضى راقديــن في مستشــفيات 
أمــا   )32.1%( عزلــة   36 هــي   UspA جــن  تمتلــك 
عــدد عــزلات E.coli التــي تمتلــك الجــن cdtB فكانــت 

 Tanabe et( )%1.8( ــبة ــكل نس ــا تش ــط أي م ــان فق أثن
al., 2022( ، وهــذه النســب مقاربــة الى حــد مــا النســب 

ــة.  ــة الحالي ــا في الدراس ــول عليه ــم الحص ــي ت الت
 UspA النــووي لجينــي  حُلــل تسلســل الحمــض 
مقاومــة  أعــى  أظهــرت  عينــات  لســت    cdtB و 
للمضــادات الحيويــة وقويــة بتكوينهــا للاغشــية الحيويــة 
  automated DNA sequencer جهــاز  باســتخدام 
 .  Macrogen Corporation لشركــة   ABI3730XL

  DNAــووي ــض الن ــل الآلي للحم ــد التسلس ــث يوّل حي
chromatogram )يُعــرف أيضــاً باســم  مخططــاً لونيــاً 
وتصويــراً   )electropherogram الكهربائــي  المخطــط 
مرئيــاً visual depiction لتسلســل الحمــض النــووي 
ــم  ــدات والقم ــل النوكليوتي ــى تسلس ــتمل ع ــذي يش ال
peaks as a com-  ةالواضحــة كمخرجــات حاســوبي
ــد  ــدأ عن ــد ب ــل الجي ــظ ان التسلس puter output. ولوح

القاعــدة 20 الــذي تميــز بقمــم شــاهقة مميــزة وواضحــة 
little over- ــل ــن التداخ ــل م ــع القلي distinct peaks م

أظهــرت  جيــدة.  تسلســل  نتائــج  تمثــل  وهــي   ،  lap

النتائــج في الشــكل )3(. أن التتابــع للجــن UspA الذي 
تــم الحصــول عليــه مقارنــةً مــع التتابــع الموجــود في بنــك 
CP114353.1) National Cen-( الوطنــي  الجينــات 
ter Biotechnology Information NCBI، قــد أظهــر 

نســبة تطابــق  alignment  العينــات الســتة مــع تتابعــات 
الجينــات في البنــك بنســبة %99 لمنطقــة 839 قاعــدة 
align- ســجلت  اجماليــاً،  والتــي   ،)bp(  نايتروجينيــة
ــة )bites  ( . في  ــه 1550 قطع ــا مجموع ment scored م

ــج المحــاذاة لجــن CdtB في الشــكل  حــن أظهــرت نتائ
ــع  ــه م ــول علي ــم الحص ــذي ت ــن cdtB ال ــاذاة ج )4( مح
تسلســل قاعــدة بيانــات NCBI(U04208.1(، والتــي 
أظهــرت تطابقــا alignment بنســبة 99 % لمنطقــة 648 
 alignment scored والتــي ســجلت ،)bp( زوج قاعــدة

.)bites( مــا مجموعــه 1246 قطعــة
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 NCBI وهــو مكمــل بنســبة %99 لـــ تسلســل الجينــات UspA الشــكل )3( : يوضــح عــرض محــاذاة التسلســل لجــن
CP114353.1 ، Sequence alignment showing of UspA gene 99% complementary to CP114353.1   

 
Escherichia coli 9142-88 cytolethal distending toxin (cdtB) genes, complete cds 

Next MatchPrevious MatchGraphicsGenBankSequence ID: U04208.1Length: 2600Number of Matches: 1Range 1: 1274 to 1933  
 

Score Expect Identities Gaps Strand 

1246 bits(648) 0.0 656/660(99%) 0/660(0%) Plus/Plus 

Query  1 
GGTGCATCCGCTACGACTGAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCGGCAATTAATTTCTGGT  60 
Sbjct  1274 
............................................................  1333 
Query  61 
GAAAATGCTGTAGACATTTTAGCTGTACAAGAGGCAGGCTCTCCGCCGTCAACGGCTGTA  120 
Sbjct  1334 
............................................................  1393 
Query  121 
GATACAGGTACACTTATTCCTTCCCCAGGAATTTTCGTCCGAGAGCTTATCTGGAACTTG  180 
Sbjct  1394 
.................................CC.........................  1453 
Query  181 
TCGACAAATAGCAGGCCACAGCAAGTATATATATATTTTTCCGCTGTTGATGCCCTCGGT  240 
Sbjct  1454 
............................................................  1513 
Query  241 
GGAAGAGTCAATCTTGCTCTGGTTAGCAATCGGCGGGCCGATGAAGTGTTTGTTCTTAGT  300 
Sbjct  1514 
............................................................  1573 
Query  301 
CCTGTAAGACAAGGTGGACGACCATTGCTTGGCATACGAATTGGTAATGATGCATTTTTC  360 
Sbjct  1574 
............................................................  1633 
Query  361 
ACTGCACACGCCATAGCTATGCGAAACAATGATGCCCCGGCTCTTGTTGAGGAGGTGTAT  420 
Sbjct  1634 
.....................................................A......  1693 
Query  421 
AACTTCTTCCGCGACAGCAGAGACCCAGTACACCAGGCGTTTAACTGGATGATTCTTGGT  480 
Sbjct  1694 
.......................................C....................  1753 
Query  481 
GATTTCAACCGTGAACCTGCGGATTTAGAGATGAACCTTACTGTTCCCGTAAGAAGGGCA  540 
Sbjct  1754 
............................................................  1813 
Query  541 
TCAGAAATTATTTCACCAGCGGCGGCAACACAAACCAGCCAGCGAACATTAGATTATGCA  600 
Sbjct  1814 
............................................................  1873 
Query  601 
GTAGCAGGAAACTCTGTGGCATTTAGACCATCTCCGCTACAAGCGGGAATTGTATATGGA  660 
Sbjct  1874 
............................................................  1933 

  
�

.U04208.1 المكمل بنسبة %99 لـتسلسل قاعدة بيانات  cdtB الشكل )4(: تظهر تطابق التسلسل لجن
Sequence alignment showing of cdt B gene 99% complementary to NCBI U04208.1



المرجعــي  بالتسلســل  الخاصــة  للتطابقــات  وفقــاً 
NCBI (NCBI reference sequence(، وجــد أنــه  لـــ 
muta-  الجينــات تحتــوي عــى عــدد قليــل مــن الطفــرات
tions داخــل كل عينــة. وقــد اختلــف تكــرار الطفــرات 

mutations frequency بــن العينات الســت المدروســة.  

 Usp و cdt B ــن ــع لج ــق التتاب ــص تطاب ــم تلخي ــد ت لق
ــة الأولى)1(  ــرت العين ــث أظه ــدول )1(، حي A في الج
 transitions ــة ــوع الانتقالي ــع طفــرات وكلهــا مــن ن أرب
، ثلاثــة كانــت مــن نــوع الانحشــار missense عنــد 
و1733  قاعــدة  زوج   1428 و  قاعــدة  زوج   1427
زوج قاعــدة، وواحــدة مــن النــوع الصامــت silent عنــد 
ــة )2(  ــة الثاني ــرت العين ــا أظه ــدة، ك 1687 زوج قاع
عمليتــي الاســتبدال غــر المكافــئ Transvertion أي 

اســتبدال قاعــدة بيورينية بقاعــدة بريميدينيــة او العكس 
عنــد 105460 زوج قاعــدة و 105625 زوج قاعــدة 
ونــوع انتقــال Transition واحــد فقــط عنــد 105872 
التشــابه  أوجــه  تســجيل  تــم  وأيضــاً  قاعــدة،  زوج 
داخــل  التتابعــات  أو  التسلســلات  مــع   similarities

ــن.  ــا العينت ــبة )%99( لكلت ــات NCBI بنس ــدة بيان قاع
وأظهــرت العينــة الثالثــة )3( و الاربعــة )4( والخامســة 
)5( والسادســة )6( طفــرات وراثيــة مــن نــوع الانتقالية 
ــدة و 105729  ــد 105872 زوج قاع transitions عن

زوج قاعــدة و 106055 زوج قاعــدة عــى التــوالي، أمــا 
العينــة )4( فقــد احتــوت عــى طفرتــن أخــرى وكلاهمــا 
كان عبــارة عــن تحويــل Transversion عنــد 105460 

زوج قاعــدة و  105625  زوج قاعــدة.

UspA و CdtB لجين sequence alignment الجدول )1( : معلومات موجزة عن تطابق التسلسلات

IdentitiesSequence ID 
with compareSourcePredicted 

effectAmino acid changeNucleotide 
changeNucleotideLocationType of sub-

stitution
No. Of 
sample

99%ID: U04208.1
Escherichia 

coli
CdtB gene

MissenseProline\ PhenylalanineCCC\TTCC\T1427Transition

1
MissenseProline\ PhenylalanineCCC\TTCC\T1428Transition

SilentGlutamic acid\ Glutam-
ic acidGAA\GAGA\G1687Transition

MissenseLeucine\ PhenylalanineCTT\TTTC\T1733Transition

99%ID: U04208.1
Escherichia 

coli
CdtB gene

MissenseValine\ PhenylalanineGTT\TTTG\T1565Transvertion
2

MissenseLeucine\ PhenylalanineTTG\TTTG\T1600Transvertion

99%ID: U04208.1
Escherichia 

coli
CdtB gene

MissenseAlanine\ ArginineAGA\AGGA\G1582Transition
3

MissenseAlanine\ GlycineGCA\GGAC\G1893Transvertion

99%
ID: CP026404.1

Escherichia 
coli

UspA gene

SilentGlycine\ GlycineGGT\GGGT\G105460  Transvertion

4 MissenseThreonine\ ProlineACC\CCCA\C105625  Transvertion

MissenseGlutamic acid\ GlycineGAA\GGAA\G105872  Transition

99%ID: CP026404.1
Escherichia 

coli
UspA gene

Silent Valine\ ValineGTC\GTTC\T105729Transition5

99%ID: CP026404.1
Escherichia 

coli
UspA gene

MissenseTyrosine\ CysteineTAC\TGCA\G106055  Transition6
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neighbor- join- الوراثيــ  الشــجرة  رســم  ةتــم 
لجــن  وتحليلهــا   E.coli لبكتريــا  التطوريــة   ing tree

والجــدول   )5( الشــكل  في  موضــح  هــو  كــا   UspA

باســتخدام  التطــوري  التاريــخ  اســتنتاج  (. تــم  2(
 Unweighted Pair Group Method with طريقــة 
 Arithmetic Mean (UPGMA) (Sneath and

  optimal tree المثــى  الشــجرة  تظهــر   .)Sokal, 1973

ــا  ــرع sum of branch length ب ــول الف ــوع ط ــع مجم م
ــع  ــجرة م ــم الش ــم رس ــاوي الى 0.00453931. ت يس
في   branch lengths الفــروع  لأطــوال   scale مقيــاس 
الخاصــة  تلــك  مثــل   ،same units الوحــدات  نفــس 

شــجرة  لاســتنتاج  المســتخدمة  التطوريــة  بالمســافات 
النشــوء والتطــور. تــم حســاب المســافات التطوريــة 
ــال  ــة الاحت evolutionary distances باســتخدام طريق

 Maximum Composite Likelihood المركــب الأقــى
method (Tamura et al., 2004( وهــي في وحــدات 

 number of base( عــدد البدائــل الأساســية لــكل موقــع
substitutions/ site(. تضمــن التحليــل 13 تسلســلا 

Codon posi-  للنوكليوتيــدات. كانــت مواقــع كــودون
tions المدرجــة هــي الأولى + الثانيــة + الثالثــة + غــر 

 .)1st+2nd+3rd+Noncoding( المشــفرة   

UspA الخاصة بالجن  Evolutionary relationships شكل )5( : الشجرة الوراثية التطورية



 neighbor- joining تــم رســم الشــجرة الوراثيــة
 cdt B  وتحليلهــا لجــن E.coli التطوريــة لبكتريــا tree

ــم  ــدول )3(. ت ــكل )6( والج ــح في الش ــو موض ــا ه ك
Un- ةاســتنتاج التاريــخ التطــوري باســتخدام طريقــ
 weighted Pair Group Method with Arithmetic

 .)Mean (UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973

مجمــوع  مــع    optimal tree المثــى  الشــجرة  تظهــر 
طــول الفــرع sum of branch length بــا يســاوي الى 
= 0.18673485. تــم رســم الشــجرة مــع مقيــاس 
نفــس  في   branch lengths الفــروع  لأطــوال   scale

الوحــدات same units، مثــل تلــك الخاصــة بالمســافات 
النشــوء  شــجرة  لاســتنتاج  المســتخدمة  التطوريــة 
evolution-  والتطــور. تــم حســاب المســافات التطوريــة
ary distances باســتخدام طريقــة الاحتــال المركــب 

Maximum Composite Likelihood meth- ىالأقــ
od (Tamura et al., 2004( وهــي في وحــدات عــدد 

 number of base( موقــع  لــكل  الأساســية  البدائــل 
substitutions/ site(. تضمــن التحليــل 16 تسلســلا 

Codon posi-  للنوكليوتيــدات. كانــت مواقــع كــودون
tions المدرجــة هــي الأولى + الثانيــة + الثالثــة + غــر 

ــاء   ــم القض ــفرة   )1st+2nd+3rd+Noncoding(. ت المش
eliminated عــى جميــع الوظائــف التــي تحتــوي عــى 

missing data. كان  gaps وبيانــات مفقــودة  ثغــرات 
ــة  ــع positions في مجموع ــه 660 موق ــا مجموع ــاك م هن
البيانــات النهائيــة. تــم إجــراء التحليــلات التطوريــة 
 MEGA6 باســتخدام برنامــج Evolutionary analyses

.)(Tamura, et al., 2013

 Evolutionary relationships of taxa :)2( جدول
UspA المعلومات الجينية التي تت الاعتماد عليها لرسم الشجرة الوراثية الخاصة بالجين

Accession Country Source Compatibility

ID: CP026404.1 USA Escherichia coli UspA gene 99%

ID: KY887591.1 Czech Republic Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP040068.1 USA: Alaska Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP040384.1 USA: Anchorage mudflats Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP026403.1 USA:MD Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP026400.1 USA:Rockville Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP026399.1 USA: Fishers Lane Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP026207.1 USA:MD Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP026205.1 USA:Rockville Escherichia coli UspA gene 99%

ID: CP026204.1 USA: Fishers Lane Escherichia coli UspA gene 99%

ID: KY887595.1 Czech Republic Escherichia coli UspA gene 99%

ID: KY887590.1 Czech Republic Escherichia coli UspA gene 99%
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cdt B الخاصة بالجن  Evolutionary relationships شكل )6( : الشجرة الوراثية التطورية



الغذائيــة  العنــاصر  مــدى وفــرة  التغــرات في  إن 
والكربــون،  الأمينيــة،  الأحمــاض  مثــل  الأساســية 
والنيتروجــن، والفوســفات، والكريتــات، وكذلــك 
والمؤكســدات،  الحــرارة،  مثــل  الإجهــاد  عوامــل 
الإلكــترون،  نقــل  اقــتران سلســلة  والمعــادن، وفــك 
والإيثانــول،  والسيكلوســرين،  والبوليميكســن، 
زيــادة  إلى  تــؤدي  كلهــا  الحيويــة،  والمضــادات 
 Choudhury(   E.coli في   UspA الجــن  مســتويات 
مجموعــة  في  الروتينــات  هــذه  et al., 2017(تشــارك 

ــة  ــات الحيوي ــة للمنبه ــلات الخلوي ــن التفاع ــة م متنوع
وغــر الحيويــة، كــا يوحــي اســمها. يعتــر اســتعادة 
والتنقــل  الأكســجة  نقــص  وتفاعــلات  الأيونــات 

الخلــوي والتحكــم في نمــو الخلايــا وتطورهــا بعضــاً 
ــد  ــة )Chi et al., 2019(. وق مــن وظائفهــا الفيزيولوجي
ــات المتعامــدة المعروفــة  ــة الروتين ــم اســتخلاص عائل ت
باســم عائلــة الروتينــات الفائقــة UspA مــن الروتــن 
)مجموعــة COG0589 في GenBank وعائلــة المحــاذاة 
 Nachin(   Sanger معهــد  في    PF00582 الروتينيــة 
ســرين  عــن  عبــارة  هــو    UspAإن  .)et al., 2005

ذاتي الفســفرة وبروتــن فوســفوري ثريونــن. تــؤدي 
الجينــات  في  مبكــر  مــوت  إلى   UspA في  الطفــرات 
 UspA المتحــورة، في حــن أن الكميــات الزائــدة مــن
تمنــع الخلايــا مــن التوقــف عــن النمــو, بالإضافــة إلى 
  C/G  ــة ــة A أو الفئ ــات الفئ ــذف جين ــؤدي ح ــك، ي ذل

 Evolutionary relationships of taxa :)3( جدول
CdtB المعلومات الجينية التي تت الاعتماد عليها لرسم الشجرة الوراثية الخاصة بالجين

No. Accession Country Source Compatibility

1 ID: U04208.1 USA Escherichia coli CdtB gene 99%

2 ID: LC140876.1 Japan Escherichia coli CdtB gene 99%

3 ID: AB472834.1 Japan Escherichia coli CdtB gene 98%

4 ID: CP044314.1 USA:California Escherichia coli CdtB gene 89%

5 ID: AB839671.1 Japan Escherichia coli CdtB gene 89%

6 ID: CP075627.1 Switzerland Escherichia coli CdtB gene 89%

7 ID: AY365042.1 Germany Escherichia coli CdtB gene 89%

8 ID: CP043415.1 France Escherichia coli CdtB gene 89%

9 ID: CP043478.1 China Escherichia coli CdtB gene 89%

10 ID: CP028766.1 Mexico Escherichia coli CdtB gene 89%

11 ID: CP083263.1 China:Jiangsu Escherichia coli CdtB gene 89%

12 ID: EF158843.1 Iran Escherichia coli CdtB gene 89%

13 ID: CP063153.1 Australia Escherichia coli CdtB gene 89%

14 ID: CP055973.1 United Kingdom Escherichia coli CdtB gene 89%

15 ID: CP027437.1 USA Escherichia coli CdtB gene 87%
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إلى حساســية تجــاه المــواد الضــارة بالحمــض النــووي 
ــة عــن  ــج الدراســة الحالي )Foster, 2007(. كشــفت نتائ

 UspA تغــرات مختلفــة في متواليــات النوكليوتيــدات
ــابقة  ــوث الس ــج البح ــده نتائ ــا تؤك ــذا م ــة، وه المعزول
والتــي كشــفت عــن العديــد مــن الطفــرات المنتــشرة 
ــرت  ــك ذك ــنUsp . كذل ــل الج ــاء تسلس ــع أنح في جمي
الدراســة أيضــاً أنــه وفقــاً لتنبــؤات بنيــة الروتــن، والتي 
لم تظهــر أي تغيــرات كبرة في عمليتي الطي والتشــكيل 
الوظيفــي للروتــن، والتــي يتــم الحفــاظ عليهــا بشــكل 
أكــر، فــإن الاختلافــات عــى مســتوى النوكليوتيــدات 
قــد لا تؤثــر بشــكل مبــاشر عــى تلــك الوظيفــة. كــا أنــه 
وبــرف النظــر عــن ذلــك، كــا يمكــن أن تحــدد عمليــة 
عــى  المناعيــة  التعريــف  خرائــط  ورســم  الاحتــكاك 
ــة بالإشــارة  بروتــن الإجهــاد العالمــي الســات الوظيفي
إلى الحالــة المرضيــة. ويتــم الحفــاظ عــى طــي الروتن في 
الطبيعــة أكثــر مــن تكويــن النوكليوتيــدات والأحمــاض 
 Mishra(( الأمينيــة، عــى الرغــم مــن هــذه التعديــلات
ــاً  ــلًا أولي ــل CdtB تحلي ــى تسلس et al., 2017.         تلق

 E.coliفي CdtB  في عمــل ســابق ركــز عــى تفــرد جــن
ــات  ــع أي بروتين ــابه م ــاف أي تش ــم اكتش ــن لم يت ، ولك
 CdtB الممكــن توصيــل  مــن  معروفــة. وقــد أصبــح 
ــة مــع مجموعــة متنوعــة مــن الأدوار  بالإنزيــات المعدني
في أوائــل القــرن الحــادي والعشريــن بســبب ظهــور 
ــف  ــن. اكتش ــل الروت ــل تسلس ــدة لتحلي ــات جدي تقني
برنامــج psi-blast أن تسلســل DNase I البقــري يمكــن 
clust- بينــا اكتشــف برنامــج ،EcolCdtB�II ـمقارنتــه بــ
.)CjejCdtB (Pons et al., 2019 نفــس التاثــل لـــ alW
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